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論文内容要旨
 第1章総合序論一メラニンとチロシナーゼ遺伝子群そして色素細胞
 メラニンは生物界に最も広く分布し,複数の分子形態そして機能をもったユニークな色素であ
 る。このメラニン産生能力は,o一キノンの代謝(生成,無毒化)をコントロールするプロセスと
 して生まれたとされている。脊椎動物のように特定の細胞(色素細胞)だけでメラニン産生を行
 う生物では,メラニンを細胞内のオルガネラであるメラニン顆粒(メラノソーム)の中に閉じ込
 めた状態で,あるいはメラノソームのまま毛中に排出して利用する,というメカニズムも進化し
 ている。脊椎動物の色素細胞におけるメラニン生合成は,色素細胞で特異的に発現する鍵酵素の
 チロシナーゼとチロシナーゼ関連タンパク質(TRP-1,TRP-2)をコードするチロシナーゼ遺
 伝子群によりコントロールされている。チロシナーゼはチロシンからドーパ,ドーパからドーパ
 キノンというメラニン生合成の最初の2つの反応を触媒する鍵酵素であり,TRP-2はドー・fク
 ロームを5,6ジハイドロキシンドールー2一カルボキシル酸(DHICA)に変換するドーパク
 ロームトートメラーゼ活性をもつ。TRP-1の酵素活性はまだ解明されていないが,茶色ではな
 く黒色のメラニン産生に必須なタンパク質である。またこれらのタンパク質はメラニン産生のた
 めのオルガネラであるメラノソーム(メラニン顆粒)の形成にも関与している。本研究は生物の
 生存戦略そして動物の外観の多様化に重要な役割を果してきたメラニンの存否(チロシナーゼの
 酵素活性に依存)と色(チロシナーゼ,TRP-1,TRP-2が関与)を決定するチロシナーゼ遺伝
 子群について,(i)遺伝子の重複と多様化によってメラニン合成の経路が細かく,そして厳密にコ
 ントロールされるようになってきた分子メカニズム,(2)脊椎動物でメラニン産生が特定の細胞系
 譜に限定されるようになってきた発生の分子メカニズム,を解明することを目的とした。そのた
 めに,本研究では種々の脊椎動物,さらに原索動物であるマボヤ(亙αZo砂離隔αrorθ翻)から
 チロシナーゼ遺伝子群を単離しその構造と発現パターンを比較するという方法でのアプローチを
 試みた。ホヤ類は脊索と呼ばれる棒状の器官,その背側にある中空の神経管を幼生時にもち,脊
 椎動物,原索動物の頭索類であるナメクジウオとともに脊索動物としてまとめられており,脊椎
 動物の3種類の色素細胞(色素上皮細胞,松果体の色素細胞,メラノサイト)の起源,色素細胞
 特異的な遺伝子発現機構の進化を理解するための鍵となる動物だと考えた。
 第2章チ。シナーゼ遺伝子群の分子系統解析
 チロシナーゼ遺伝子群が遺伝子重複により多様化してきた分子進化の道すじを明らかにするた
 めに,3遺伝子を検出できるプライマーをデザインし,脊椎動物からはTRP-1(ウズラ)と
 TRP-2(ウズラと金魚),脊椎動物以外からはじめてTRP(マボヤ)のcDNA断片をRT-PCR
 で増幅することに成功した。次にcDNAライブラ]トのスクリーニングを行い,金魚TRP-2を
 除くすべてのcDNAクーロンを単離した。またすでにゲノムクーロンが得られていたマボヤチ
 ロシナーゼのcDNAクーロンの単離も行い,コーディング領域を含む塩基配列を決定し,塩基
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 配列から予想されるアミノ酸配列に基づく分子系統樹を作成した。その結果は,脊索動物のマボ
 ヤのチロシナーゼ遺伝子群はおそらくチロシナーゼとTRP(脊椎動物のTRP4,TRP-2とは
 異なるTRP)をコードする2遺伝子であるが,硬骨魚類のチロシナーゼ遺伝子群は哺乳類と同
 じように3遺伝子からなる遺伝子群として進化していることを支持するものであった。つまり,
 節足動物との共通の祖先から脊索動物そして原始的魚類に至る脊椎動物の初期進化の過程で,遺
 伝子重複によりチロシナーゼとTRPが,そしてTRP(?)からTRP4とTRP-2が比較的短
 い時間で生じたことが示唆される。その中間型である可能性が大きい原索動物のマボヤでは,色
 素細胞内に存在するメラニン顆粒も脊椎動物のメラノソームのような規則正しい構造を欠いてお
 り,メラニン産生のプロセスも脊椎動物とは異なっていることが予想される。そして硬骨魚類と
 鳥類,哺乳類の祖先が分岐するまでの間にチロシナーゼ遺伝子と遺伝子重複により生じたTRP-
 1,TRP-2をコードする遺伝子の3遺{云子が色素細胞で特異的に発現してメラノソームを形成
 し,メラニン産生を細かくコントロールする分子メカニズムが確立してきたと考えられる。
 マボヤのチロシナーゼとTRPのcDNAクローニングに成功した結果,脊椎動物そしてマボヤ
 のチロシナーゼ遺伝子群のメンバーを特徴づけるタンパク質のドメイン:(1)N末のシグナル酉副,
 (2)2つの銅結合領域,(3)2つのCys残基リッチな領域,(4)膜貫通領域は脊索動物が進化する以
 前に獲得されたものであることが強く示唆された。またこれらマボや遺伝子は脊椎動物の遺伝子
 とエクソンーイントロン構造も異なっており,チロシナーゼ遺伝子群の分子進化を解明する上で
 重要な位置をしめる存在であることが明らかとなった。さらにマボヤチロシナーゼ遺伝子のトラ
 ンスクリプトは3重非翻訳領域にコーディング領域と高い相同性(約90%)を示す配列を含む特
 異な構造をしており,遺伝子の重複とゲノムの進化といった問題にアプローチするための有用な
 情報を提供することが期待される。
 第3章マボヤチロシナーゼ遺伝子群の発現と色素細胞の発生
 マボや幼生の脳内には2っのメラニン産生色素細胞が存在する。1っは重力を感受する平衡器
 色素細胞(otolithce11)であり,大きなメラニン顆粒(直径15μm)を含む部分を脳胞内に突き
 出している。もう1っは視細胞と数個のレンズ細胞とともに光受容器(ocellus)を構成する色
 素細胞であり,数百個の小さなメラニン顆粒(直径1～2μm)を含んでいる。このマボヤの胚
 発生におけるチロシナーゼとTRP遺伝子の発現パターンをεπs`詔ハイブリダイゼーションによっ
 て調べた。チロシナーゼ遺伝子の発現は色素前駆細胞そして2っの色素細胞に限定されており,
 色素前駆割球である左右のa8.25細胞に由来し神経板に位置する2っの細胞で初期神経胚期には
 じめて検出された。この発現パターンはマボや胚で初期尾芽胚からチロシナーゼ活性が検出され
 るという報告と一致するものであり,遺伝子の発現は酵素活性が検出される3時間前には開始さ
 れていることもわかった。この結果は色素細胞に特異的なチロシナーゼ遺伝子の発現を保証する
 分子メカニズムが脊索動物の初期進化の過程ですでに確立していたことを示唆するものである。
 マボやTRP遺伝子は色素細胞を生じる系譜ではない割球で最初に発現し,色素細胞の前駆劃
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 球である左右のa8、25割球と将来脳を構成するa系列の割球で初期～中期のう胚期にはじめて発
 現が検出された。その後,色素前駆細胞そして2っの色素細胞に徐々に発現は限定されてくるが,
 最終的に脳を構成する一部の細胞でも弱いながら発現がみられた。チロシナーゼ遺伝子と比較し
 て強いシグナルが検出されたこともTRP遺伝子の発現の特徴であった。このマボやTRP遺伝
 子の強い発現と発生途上の脳における発現はマウスのTRP,特にTRP-2遺伝子の発現と類
 似しており,TRP遺伝子の発現に関しても進化的に保存された発現調節機構の存在が予想され
 る。さらにTRP遺伝子の発現から,これまで情報のなかった2っの色素細胞に分化する細胞の
 名前は左右のa10.97であることも推定され,TRPそしてチロシナーゼ遺伝子の発現を指標とし
 てマボや色素細胞の発生を追跡することが可能であり,色素細胞発生の分子メカニズムを解明す
 るための第一歩になった。
 第4章総合考察一脊椎動物の色素細胞の進化
 脊椎動物のメラニン産生色素細胞に特異的なメラノソームは,規則正しい繊維状あるいは密な
 格子状をしたメラニン産生のためのオルガネラである。この生体膜で包まれたオルガネラを構成
 するタンパク質は,ライソソームと共通なものが多く存在し,これらにチロシナーゼ遺伝子群を
 含む複数の遺伝子にコードされるタンパク質が加わり,共通な祖先からメラノソームが進化して
 きたと考えられる。マボや色素細胞のメラニン顆粒では,チロシナーゼ遺伝子群の種類とそれら
 のコードするタンパク質の1次構造の変化,さらに脊椎動物のメラノソームに特異的ないくつか
 のタンパク質が欠けていることが脊椎動物のメラノソームとの違いを生み出していると推察され
 る。
 マボヤの2つの色素細胞は最終的な分化形質だけでなく,神経管形成にともなったその発生様
 式も脊椎動物の3種類の色素細胞と関連がある。マボや眼点の色素細胞は,網膜の色素上皮細胞
 あるいは魚類,爬虫類等では光受容器を構成する松果体の色素細胞と相同な細胞であると考えら
 れる。一方,平衡器色素細胞はホヤの胚発生において唯一一の移動する細胞であり,その機能につ
 いても聴覚にも関与する脊椎動物のメラノサイトとの類似性が認められる。しかし,メラノサイ
 トを生じる神経冠細胞は脊椎動物特有の細胞集団であり,Ho∬そしてPαエ遺伝子群をはじめと
 する動物の胚発生をコントロールする遺伝子群の重複と多様化が新しい細胞種の出現を可能にし
 たものではないだろうか。
 今後,本研究で行ったように,脊椎動物の色素細胞や神経冠細胞で発現する遺伝子を,あるい
 はホヤの色素細胞で発現する遺伝子をクローニングして,その発現時期,発現調節機構を相互に
 比較することによって,メラニン産生に関与する分子そして発生のメカニズムの成り立ち,脊索
 動物に特異的な細胞種(神経冠細胞,色素細胞)の起源を理解することが可能になると期待され
 る。
ミ
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 論文審査の結果の要旨
 メラニン色素は生物界に広く分布し,脊椎動物の鳥類やホ乳類ではその体色の発現に深く関わっ
 ている。
 佐藤滋提出の論文は,1)メラニン産生に関わる遺伝子が,生物界において保存されているか
 否かを解明し,2)メラノサイト(メラニン産生細胞)特異的なメラニン産生の分子機構が進化
 の過程でどのようにして構築されてきたのか,を推論することを目的としている。
 まずメラニン産生の鍵酵素チロシナーゼとその関連タンパク質(TRP,これまでにTRP-1と
 TRP-2の2種類が哺乳類から報告されている)のcDNAとして,ウズラのTRP-1,またウズ
 ラと金魚のTRP-2,さらに脊索動物以外では初めて脊索動物マボヤのチロシナーゼおよびTRP
 それぞれのcDNAのクローニングに初めて成功した。すでに報告のある脊椎動物由来の配列も
 加えて系統解析を行ったところ,脊索動物の初期進化の過程で,遺伝子重複によりチロシナーゼ
 とTRPが,その後原始的な魚類が進化する過程でTRPからTRP一ユとTRP-2が比較的短い時
 間で生じたことが示唆された。
 次の著者は,脊索動物のマボヤの色素細胞の細胞系譜を貌8オ枷㊨わr畝2α亡ぬπ法によって1明ら
 かにした。チロシナーゼとTRPcDNAをプローブとして用いた結果は,これまでに報告されて
 いた細胞系譜研究の結果を基本的に裏付けるものであった。しかしそれにとどまらず,チロシナー
 ゼについては酵素活性の検出できる3時間前にその発現が始まっていること,またマボやTRP
 については,マウス同様将来脳を形成する細胞(これらは最終的に色素細胞にはならない)でも
 その初期過程で発現し,その後将来の色素細胞に限定されてくることも見いだされた。またこれ
 らの結果は,マボや幼生の色素細胞の細胞系譜でまだ不明であったa10.97割球の関与を初めて
 明らかにすることになった。
 以上の結果は,カンプリア期における生物の爆発的な進化の時期に,脊索動物の初期進化の過
 程で,すでにチロシナーゼ遺伝子群が色素細胞特異的に発現する分子機構を獲得し,またその機
 構はそれ以後それぞれの遺伝子については良く保存されてきたことを示している。
 これらの成果はメラノサイトとチロシナーゼ遺伝子群の系統解析についての新しい知見であり,
 この論文は博士論文として適当である。従って,この論文は著者がこの分野において自立して研
 究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。よって,佐藤滋提出の
 論文は博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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